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論 文 の 内 容 の 要 旨
　インスリンは、唯一の血糖降下ホルモンとして血糖値の調節機構を担っている。細胞内インスリンシグナ
ル伝達経路は、線虫からショウジョウバエやマウスまで進化的に保存されており、インスリン受容体から下
流の P13K-Aktシグナル伝達経路を介して、遺伝子の発現調節を行うことで生体の恒常性の維持に貢献して
いる。近年、線虫での遺伝学的解析などモデル生物を用いた実験から、このインスリンシグナル伝達経路が
寿命・老化現象をも制御している可能性が示唆されている。FOXO1 は、インスリンシグナル伝達経路によ
り負に制御される転写因子であり、糖新生律速酵素のみならず、抗酸化ストレスやアポトーシス、細胞周期
制御に関わる遺伝子も標的としている。このことから FOXO1 はインスリンと寿命・老化現象をつなぐ分子
として注目されている。しかし、依然としてインスリンシグナル伝達経路と寿命・老化の関連性については
未解明の点が数多く残されている。そこで著者は、FOXO1 が核内の様々な分子と相互作用ネットワークを
構築していることに注目し、この分子ネットワークの網羅的解析による寿命・老化制御メカニズム解明を目
的として研究に取り組んだ。
　先ず、著者は培養細胞の核内から転写因子 FOXO1 をタンパク質複合体として精製し、質量分析装置およ
びペプチドマスフィンガープリント法による複合体構成因子を同定する手法を確立した。同定の結果、
FOXO1 は転写共役因子や翻訳後修飾酵素の他、DNA損傷を修復する多数の因子群と複合体を形成している
ことが判明し、FOXO1 の DNA修復への関与が示唆された。 DNAの損傷・修復と寿命・老化現象との関連
性は既に指摘されていることから、著者は DNA損傷・修復系と FOXO1 について注目した。 FOXO1 と DNA
損傷・修復系の関連性を検証するため、HeLa細胞に GFPを用いて蛍光標識した FOXO1 を過剰発現させ、
生細胞内で FOXO1 の DNA損傷シグナルに対する応答性を観察した。その結果、GFP-FOXO1 は代表的な
DNA損傷シグナルである紫外線に応答して核へ移行した。次に内在性の FOXO1 が同様の応答を示すかどう
か、FOXO1 特異的抗体を用いた免疫染色による検討を行った。その結果、内在性の FOXO1 は紫外線（DNA
損傷シグナル）に応答して、局在が細胞質から核へと変化することが明らかとなった。次いで、RNAi法を
用いて FOXO1 を機能欠損させた場合の、細胞の DNA損傷刺激紫外線に対する応答性を顕微鏡観察により
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検証した。 HEK293 細胞を用いて RNAi法により FOXO1 の発現を抑制し、DNA損傷刺激である紫外線、シ
スプラチン、マイトマイシン C処理を行った。その結果、FOXO1 のノックダウンにより、上記三種の DNA
損傷刺激に対する耐性が失われることが明らかとなった。また、細胞周期同調実験から、FOXO1 は特に S
期の DNA損傷耐性に重要であることが分かった。さらに著者は、これら修復因子のうち、S期の DNA損傷
応答に重要な RAD17-RFC複合体に注目した。 293 細胞の RAD17 をノックダウンした結果、FOXO1 と同レ
ベルまで細胞の DNA損傷耐性が低下した。また、DNA損傷刺激下において、FOXO1 は核移行する際、
RAD17 と局在するようになることが分かった。以上の結果から、細胞の DNA損傷耐性には、転写因子
FOXO1 と DNA修復因子 RAD17 複合体との相互作用が重要であると考えられた。これらの研究結果は、
FOXO1 による寿命・老化制御メカニズムに関する新たな知見を提供するだけでなく、従来は別個に研究さ
れていた転写研究分野と DNA修復分野の境界領域をつなぐ知見としても独創的である。
審 査 の 結 果 の 要 旨
　従来、転写因子 FOXO1 は、DNAの塩基配列情報を mRNAへ転写する「遺伝情報の読み出し装置」とし
て機能していると考えられてきた。そのため、FOXO1 による寿命や老化、糖代謝など生理機能の制御は、
FOXO1 による標的遺伝子産物の転写量、すなわち「FOXO1 による遺伝情報の読み出し量」の制御によって
実現されている、という視点から研究が行われてきた。しかし、本研究結果は、FOXO1 が遺伝情報の損傷
を修復する機能をも担っている可能性があることを示唆している。このことからインスリン応答性転写因子
FOXO1 は遺伝情報の読み出し装置としてだけではなく、「遺伝情報の修復装置」としても機能していること
が考えられる。そして本研究から、FOXO1 による DNA修復機構がインスリンシグナルによる寿命・老化制
御メカニズムの本質であり、分子基盤であるという全く新しい概念の樹立につながる重要な知見を開拓した
と判断される。
　よって、著者は博士（生物工学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
